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(54) Streptavidinmuteine 

(57) Die Erfindung betrifft ein Polypeptid, ausge- 
wahlt aus Muteinen von Streptavidin, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, daG es (a) innerhalb des Bereichs 
der Aminosaure-Positionen 44 bis 53, bezogen auf wt- 
Streptavidin, mindestens eine Mutation enthait und (b) 
eine hehere Bindungsaffinitat fur Peptidliganden, 
umfassend die Aminos§uresequenz Trp-X-His-Pro-Gln- 
Phe-Y-Z, wobei X eine beliebige Aminos^ure darstellt 
und Y und Z entweder beide Qly Oder Y Glu und Z Arg 
Oder Lys bedeuten, aufweist als wt-Streptavidin. Weiter- 
hin werden fur das Polypeptid kodierende NuWeinsau- 
ren, ein diese Nukleinsduren enthaltender Vektor, eine 
mit dem Vektor transf izierte Zelle, sowie die Verwen- 
dung des Polypeptids in Verfahren zur Isolierung, Reini- 
gung oder Bestimmung von Proteinen offenbart. Ein 
nochmals weiterer Gegenstand ist ein das Polypeptid 
enthaltender Reagenzienkit. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Streptavidinmuteine, Verfahren zur Herstellung derartiger Proteine uber rekom- 
binante DNA-Technologie, sowie die Verwendung dieser Streptavidinmuteine zur Isolierung, Reinigung bzw. Bestim- 
s mung von biologischen Substanzen, insbesondere von anderen rekombinanten Proteinen. 

Das System Biotin/Streptavidin ist ein heutzutage in der Molekularbiologie allgemein bekanntes Bindungssystem, 
dessen Bedeutung in den letzten Jahren erheblich zugenommen hat und welches in unterschiedlichen Anwendungs- 
bereichen eingesetzt wird. Dabei macht man sich die spezif ische Affinitat zwischen Biotin und Streptavidin zunutze, die 
gleichzeitig mit einer Affinitatskonstante in der Gr66enordnung von 10 13 eine der stabilsten bekannten nichtkovalenten 
w Wechselwirkungen ist. 

Wichtige herkemmliche Anwendungen bestehen in diversen Abtrennungs- und Nachweisverfahren unter Verwen- 
dung meist biotinylierter Enzyme oder/und Antikorper in unterschiedlichen Variationen. Beispiele sind z.B. ELISA, 
Western Blot etc. Eine Voraussetzung fQr derartige Verfahren besteht darin, daB das im Verfahren in biotinylierter Form 
verwendete Reagenz bzw. Enzym zunachst in Reinform erhalten werden kann, um die Biotinylierung, die in einer che- 

15 mischen Reaktion erfolgt, durchfuhren zu konnen. 

Fur bestimmte Anwendungen ist jedoch eine Biotinylierung nicht Oder zumindest nicht in einfacher Weise mSglich, 
wie beispielsweise beim Nachweis und bei der Aufreinigung rekombinant hergestellter Proteine, die zuvor noch nicht 
isoliert wurden. In der Vergangenheit wurde daher nach Wegen gesucht, das Biotin/Streptavidin-System zu modifizie- 
ren, um seinen Anwendungsbereich zu erweitern. 

20 Ein erfblgreicher Ansatz bestand in der Herstellung von Peptidliganden, die ebenfalls eine spezifische Bindungsaf- 
. finitat zu Streptavidin aufweisen. Geeignete Peptidliganden und entsprechende Fusionsproteine sind in DE-OS 42 37 
113 offenbart. Der Vorteil dieser Peptidliganden im Vergletch zu Biotin besteht im wesentlichen darin, daB deren kodie- 
rende Sequenz auf DNA-Ebene mitdem Gen einesgewGnschten Proteins verknQpft und anschlieBend zusammen mit 
der des Proteins koexprimiert werden kann, wodurch ein mit dem Peptidliganden markiertes, d.h. an ihn fusioniertes, 

25 rekombinarrtes Protein gebildet wird. Aufgrund der geringen GrOBe der Peptidliganden und der Tatsache, daB sie an 
den N- Oder C-Terminus des gewunschten Proteins angehangt werden konnen, d.h. also in Bereichen, die fur die Struk- 
tur und biochemische Funktion eines Proteins hauf ig keine groBe Bedeutung haben, ist es im allgemeinen auch nicht 
notwendig, nach der Isolierung und vor Verwendung des Proteins zu anderen Zwecken den Peptidliganden wieder 
abzuspaiten, so daB auch diesbezuglich eine gunstige Verfahrensdkonomie gegeben ist. In der Tat ist bisher kein Fall 

30 bekannt geworden, bei dem eine Abspaltung erforderlich gewesen ware. Sollte dennoch die Notwendigkeit der Abspal- 
tung bestehen, kann dies durch Inserierung einer Proteasespaltstelle zwischen Bindungspeptid und Proteinsequenz 
bewerkstelligt werden. 

Geeignete derartige Peptidliganden sind ausfuhrltch beschrieben, beispielsweise bei Schmidt und Skerra, Protein 
Eng. 6 (1993). 109-122 und J. Chromatogr. A 676 (1994). 337-345 sowie bei Schmidt et al„ J. Mol. Biol. 255 (1996). 
35 753-766. 

Vorteile des Streptavidin- Peptidligand-Systems bestehen darin, daB die Reinigung rekombinanter Proteine uber- 
haupt moglich wird und daB diese Reinigung z.B. durch Affinitatschromatographie unter sehr rhilden Elutionsbedingun- 
gen erfolgen kann, da der gebundene Peptidligand als Teil des rekombinanten Proteins kompetitiv von Biotin bzw. 
dessen Derivaten verdrangt wird. AuGerdem gelingt uber den Peptidliganden der Nachweis des rekombinanten Prote- 
40 ins beispielsweise durch Western Blot, ELISA oder durch Immunmikroskopie mittels geeigneter Streptavidinkonjugate. 

Ein Nachteil dieses Systems bestand bisher in einer relativ niedrigen Affinitat. Fur den Komplex zwischen Strepta- 
vidin und dem als Strep-tag bezeichneten Peptidliganden (AWRHPQFGG) wurde mittels isothermer Titrationskalorime- 
trie eine Affinitatskonstante von 2,7 • 10 4 M' 1 bestimmt. Obwohl es Hinweise gab. daB die Bindung fur ein den 
Peptidliganden enthaltendes Fusionsprotein etwas starker sein kdnnte, ist es wunschenswert, uber ein System mit prin- 
45 zipiell verbesserter Affinitat zu verfugen. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit darin, das System Streptavidin/Peptidligand hinsicht- 
lich der Bindungsstarke zu optimieren. 

Nach anfangs durchgefuhrten Versuchen, die Sequenz des Peptidliganden wetter zu optimieren, muBte davon aus- 
gegangen werden, daB die Peptidliganden gemaB DE-OS-42371 13 offensichtlich bereits ein Optimum darstellten und 
so dieser Ansatz somit wenig erfolgversprechend war. 

Mit der Verfugbarkeit der Kristallstruktur des Streptavidin/Peptidligand-Kbmplexes in hoher Auf lOsung konnte zwar 
ein besseres Verstandnis der molekularen Wechselwirkungen bzw. der strukturelien Merkmale gewonnen werden 
(Schmidt et at. 1996), supra), es konnte aus diesen Strukturdaten jedoch keine Ware Information erhalten werden ob 
und in welcher Weise eine Modif izierung der Peptidsequenz oder des Streptavidins in rationaler Weise durchgefuhrt 
55 werden kann, um die Affinitat zu verbessern und somit die eingangs gestellte Aufgabe zu lOsen. 

In einem evolutiven Forschungsansatz wurde nun uberraschenderweise festgestellt, daB eine Verbesserung der 
Bindungsaff initat fur das Streptavidin/Peptidligand-System durch Mutation im Bereich der Aminosaurepositionen 44 bis 
53 von Streptavidin erreicht werden kann. 
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Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Poiypeptid, ausgewahlt aus Muteinen von Streptavidin, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB es (a) innerhalb des Bereichs der Aminosaure-Positionen 44 bis 53, bezogen 
auf die Aminosauresequenz von Wildtyp-(wt)-Streptavidin (Nomenklatur gemaB Argarana et at,. Nucleic Acids Res. 14 
(1986), 1871-1882), rnindestens eine Mutation, insbesondere einen Aminosaureaustausch enthait und (b) eine hdhere 
5 Bindungsaffinitat fur Peptidliganden, umfassend die Aminosauresequenz Trp-X-His-Pro-Gln-Phe-Y-Z, wobei -X eine 
beliebige Aminosaure darstellt und Y und Z entweder beide Gly oder Y Glu und Z Arg oder Lys bedeuten, aufweist als 
wt-Streptavidin. 

AuBerhalb des Bereichs der Aminosaurepositionen 44 bis 53 konnen die Streptavidinmuteine der vorliegenden 
Erfindung der Aminosaureseauenz von wt-Streptavidin entsprechen. Andererseits kann die Aminosauresequenz der 

w erfindungsgemaBen Muteine auch auBerhalb des Bereichs der Aminosauren 44 bis 53 Unterschiede zur wt-Streptavi- 
dinsequenz aufweisen. Derartige Varianten der Streptavidinseauenz umfassen naturlich vorkommende sowie kunstlich 
erzeugte Varianten und unter den Abweichungen werden Austausche, Insertionen, Deletionen von Aminosaureresten 
- sowie N- oder/und C-terminale Additionen verstanden. 

Die Angabe "hohere Bindungsaffinitat" bezieht sich im Sinne der vorliegenden Anmeldung auf einen Komplex aus 

is einem erfindungsgemaBen Streptavidinmutein und einem Peptidliganden gemaB DE-OS-4237113 und kann durch 
ubliche Verfahren, z.B. ELISA, Fluoreszenztitration oder Titrationskalorimetrie bestimmt werden. Die auf diese Weise 
bestimmte Bindungsaffinitat wird durch KenngrSBen angegeben, wie etwa Affinitats- und Dissoziationskonstante oder 
thermodynamische Parameter. Die ErhOhung der Bindungsaffinitat, die mit einem erfindungsgemaB innerhalb des 
Bereichs der Aminosaurepositionen 44 bis 53 veranderten Streptavidinmutein im Vergleich zum entsprechenden 

20 unveranderten Streptavidin erhalten wird, betragt im allgemeinen rnindestens Faktor 5, bevorzugt rnindestens Faktor 1 0 
und starker bevorzugt rnindestens Faktor 20. Bevorzugte erfindungsgemaBe Streptavidinmuteine umfassen rninde- 
stens eine Mutation im Bereich der Aminosaurepositionen 44 bis 47. 

Bevorzugte erfindungsgemaBe Streptavidinmuteine sind von Streptavidinvarianten abgeleitet, die am N- oder/und 
C-Ter minus verkurzt sind. Besonders bevorzugt sind die aus dem Stand der Technik bekannten Minimal -Streptavidine, 

25 die sowohl N- als auch C-terminal verkurzt sind. Ein bevorzugtes Poiypeptid gemaB der vorliegenden Erfindung umfaBt 
auBerhalb des mutagenisierten Bereichs die Aminosauresequenz eines Minimal-Streptavidins, das N-terminal im 
Bereich der Aminosaurepositionen 10 bis 16 beginnt und C-terminal im Bereich der Aminosaurepositionen 133 bis 142 
endet. Besonders bevorzugt entspricht das Poiypeptid auBerhalb des Mutationsbereichs einem Minimal-Streptavidin, 
das eine Aminosauresequenz von Position Ala 13 bis Ser 139 umfaBt und gegebenenfalls einen N-terminalen Methionin- 

30 rest aufweist. Die Numerierung von Aminosaurepositionen bezieht sich in dieser Anmeldung durchgehend auf die 
Numerierung von wt-Streptavidin (Argarana et al., Nucleic Acids Res. 14 (1986), 1871 -1882). 

Besonders bevorzugte erfindungsgemaBe Streptavidinmuteine sind dadurch gekennzeichnet, daB an Position 44 
Glu durch eine hydrophobe aliphatische Aminosaure, z.B. Val, Ala, lie oder Leu, ersetzt ist, an Position 45 eine belie- 
bige Aminosaure vorhanden ist, an Position 46 eine aliphatische Aminosaure, vorzugsweise eine hydrophobe aliphati- 

35 sche Aminosaure vorhanden ist oder/und an Position 47 Val durch eine basische Aminosaure. z.B. Arg oder Lys, 
insbesondere Arg, ersetzt ist. Streptavidinmuteine, bei denen die aliphatische Aminosaure an Position 46 Ala ist, d.h. 
daB an Position 46 kein Austausch vorliegt, oder/und bei denen die basische Aminosaure an Position 47 Arg ist 
oder/und bei denen die hydrophobe aliphatische Aminosaure an Position 44 Val oder He ist, haben eine besonders 
hohe Aff initat fQr den bei Schmidt et al., Supra, beschriebenen Peptidliganden mit der Sequenz WSHPQFEK (Strep-tag 

40 ||). 

Spezifische Beispiele fur erfindungsgemaBe Streptavidinmuteine besitzen im Bereich der Aminosaurepositionen 

44 bis 47 die Sequenzen Val^-Thr^-Ala^-Arg 47 oder lle^-Gly^-Ala^-Arg 47 

Aus praktischen Erwagungen ist es wunschenswert, uber einen weiteren Liganden zu verfugen, der aufgrund einer 
hoheren Bindungsaffinitat oder/und bei Anwesenheit in hfiheren Konzentrationen die Bindung der vorstehend definier- 

45 ten Peptidliganden (gemaB DE-OS-4237113) zum erfindungsgemaBen Streptavidinmutein wieder aufldsen kann. Auf 
diese Weise ist es mflglich, einen gebundenen Peptidliganden bzw. Proteine, an die ein Peptidligand fusioniert ist, unter 
sehr milden Elutionsbedingungen freizusetzen. Unter diesem Aspekt betrrfft die vorliegende Erfindung somit solche 
erfindungsgemaBen Streptavidinmuteine, deren Bindungsaffinitat fur Peptidliganden derart ist, daB sie kompetitiv 
durch andere Streptavidin-Liganden, z.B, Biotin, Iminobiotin, Liponsaure, Desthiobiotin, Diaminobiotin, HABA (Hdro- 

so xyazobenzoibenzoesaure) oder/und Dimethyl-HABA, wieder eluiert werden konnen. Die Verwendung von gefarbten 
Substanzen wie etwa HABA hat den Vorteil, daB die Elution visuell uberpruft werden kann. 

Ungeachtet dessen ist jedoch, wie vorstehend definiert, die Bindungsaffinitat des Streptavidinmuteins fur Peptidli- 
ganden hoher als die des zugrundeliegenden wt-Streptavidins. Die Bindungsaffinitat, ausgedruckt als Affinitatskon- 
stante, ist somit bezogen auf den in SEQ ID NO. 1 dargestellten Peptidliganden AWRHPQFGG (im folgenden auch als 

55 Strep-tag bezeichnet) groBer als 2,7 • 10 4 M' 1 bzw. bezogen auf in SEQ ID NO. 2 dargestellten Peptidliganden WSH- 
PQFEK (im folgenden auch als Strep-tag II bezeichnet) grflBer als 1,4 • 10 4 M"\ d.h. grdGer als die verGffentlichten 
Werte fur die Komplexbildung der jeweiligen Peptidliganden mit wt-Streptavidin (innerhalb der Fehlergrenzen). Im all- 
gemeinen liegt die Affinitatskonstante fur das Strep-tag II rnindestens um einen Faktor 10, bevorzugt um einen Faktor 
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10 bis 200 uber den jeweiligen Werten fur wt-Streptavidin. 

Fur bestimmte Nachweisverfahren kann es bevorzugt sein, die Streptavidinmuteine der vorl legend en Erfindung in 
rnarkierter Form zu verwenden. DemgemaB ist ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung ein erf indungsgemaBes Poly- 
peptid, welches dadurch gekennzeichnet ist daB es zumindest eine Markierung tragi Geeignete Markierungsgruppen 

5 sind dem Fachmann bekannt und umfassen die Qblichen Radio-, Fluoreszenz-, Lumineszenz- und Chromophormarkie- 
rungen sowie Substanzen bzw. Enzyme, die in einerchemischen oder enzymatischen Reaktion ein bestimmbares Sub- 
strat erzeugen. Dabei k6nnen alle fur wt-Streptavidin bekannten Markierungen auch an die erfindungsgemaBen 
Streptavidinmuteine gekoppelt werden. 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die voriiegende Erfindung eine Nukieinsaure, die eine fur das Streptavidin 

w kodierende Sequenz umfaBt Eine derartige Nukieinsaure ist gegebenenfails operativ mit einer for ein Signalpeptid 
kodierenden Sequenz verknupft und in einer besonderen Ausfuhrungsform ist die fur das Signalpeptid kodierende 
Sequenz die Sequenz fur das OmpA-Signalpeptid. Dariiberhinaus kQnnen jedoch auch, insbesondere in Abhangigkeit 
des verwendeten Expressionssystems bzw. der Wirtszelle, andere Signalpeptide verwendet werden und sogar bevor- 
zugt sein. Derartige Signalpeptide sind im Stand der Technik in groBer Anzahl bekannt und werden hier nicht einge- 

15 hend erlautert Bevorzugt ist aber die cytoplasmatische Expression, d.h. mit einem Start-Methionin ansteile der 
Signalsequenz (vgl. Schmidt und Skerra (1994), supra). 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die voriiegende Erfindung einen Vektor, der mindestens eine Kopie einer 
vorstehend genannten Nukieinsaure in operativ funktioneiler Umgebung enthait. Unter einer operativ funktionellen 
Umgebung werden solche Elemente verstanden, die die Expression, d.h. Transkription oder/und eine nachfolgende 

20 Prozessierung def mRNA ermOglichen, begunstigen, erleichtern oder/und erhOhen. Beispiele fOr derartige Elemente 
sind etwa Promotoren, Enhancer, Transkriptionsinitiationssteilen und -terminationsstellen, Translationsinitiationsstel- 
len, polyA-Stellen etc. 

Der Vektor wird in Abhangigkeit vom vorgesehenen Expressionssystem ausgewahlt und hierfOr kommen sowohl 
single copy-Plasmide, multi copy-Plasmide als auch Vehikel, die eine Integration der Nukieinsaure in das Wirtsgenom 
25 begOnstigen, in Betracht. Geeignete Vektoren sind in groBer Anzahl aus dem Stand der Technik bekannt und werden 
hierin nicht ausfuhrlich beschrieben. Sie enthalten gegebenenfails ubliche, fOr Vektoren verwendete Elemente, wie 
Resistenzen, Se!ektionsmarker oder/und Elemente, die z.B. eine Amplifizierung der Nukieinsaure Oder die Induktion 
der Expression gestatten, 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die voriiegende Erfindung eine Zelle, die mit einem derartigen Vektor, wel- 
30 cher als Insert mindestens eine Kopie einer fur ein erfindungsgemaBes Streptavidinmutein kodierenden NuWeinsaure- 
sequenz tragt, transformiert oder transfiziert ist. Die Auswahl der Zelle ist nicht sonderlich kritisch und im allgemeinen 
konnen beliebige Zeilen, die fur derartige Zwecke geeignet sind, verwendet werden. Es kommen sowohl prokaryonti- 
sche ais auch eukaryontische Zeilen sowie Hefen in Betracht. Aus praktischen Grunden werden zur Expression eines 
• unglykosilierten Proteins wie im vorliegenden Fall im allgemeinen prokaryontische Zeilen bevorzugt und insbesondere 
35 E. coli. 

Unter einem nochmals anderen Aspekt betrifft die voriiegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines erf in- 
dungsgemaBen Streptavidinmuteins, welches durch die folgenden Schritte gekennzeichnet ist: 

(a) Transformieren einer geeigneten Wirtszelle mit einem Vektor, der eine fur das Streptavidinmutein kodierende 
40 Nukieinsaure umfaBt, 

(b) Kultivteren der Wirtszelle unter Bedingungen, bei denen eine Expression des Streptavidinmuteins erfolgt, 

(c) Gewinnen des Polypeptide 

45 

BezOglich des Herstellungsverfahrens ist zu beachten, daB die erfindungsgemaBen Streptavidinmuteine aufgrund 
ihrer Bindungsfahigkeit mit dem zelleigenen Biotin einetoxische Wirkung ausuben kdnnen. Die Bedingungen beim Kul- 
tivieren der Wirtszelle sollten daher so gewahlt werden, daB das entstehende Expressionsprodukt entweder mittels 
einer geeigneten Signalsequenz aus dem Inneren der verwendeten Wirtszelle z.B. in das Periplasma Oder das Kultur- 

50 medium ausgeschleust wird oder in Form uniesiicher Inclusion bodies (EinschluBkOrper) im Inneren der Zelle aggre- 
giert. im ersteren Fall kann das erf indungsgemaBe Streptavidinmutein aus der periplasmatischen Zellfraktion oder dem 
Zelliiberstand gewonnen werden, wahrend im letzteren Fall Schritt (c) des erfindungsgemaBen Verfahrens die Lyse der 
Wirtszellen, die Gewinnung des Streptavidinmuteins in Form von Inclusion bodies und die Renaturierung des Strepta- 
vidinmuteins umfaBt. Als Wirtszelle ist in diesem Fail E. coli bevorzugt. 

55 Die praktischen Anwendungsmdglichkeiten fur die erfindungsgemaGen Streptavidinmuteine bzw. das System 
Streptavidinmutein/Peptidiigand entsprechen im wesentiichen denjenigen der herkOmmlichen Systeme Streptavi- 
din/Biotin bzw. Streptavidin/Peptidligand. Vorteiie ergeben sich insbesondere in Situationen, bei denen eine hdhere 
Bindungsstarke als zwischen nativem Streptavidin und Peptidligand erwunscht ist bzw. in Situationen, bei denen eine 
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Biotinylierung eines interessierenden Substrats nicht moglich oder ungtinstiger zu bewerksteiligen ist als die entspre- 
chende Verknupfung mit einem Peptidliganden. 

Die Vorzuge gegenuber dem herkSmmlichen Streptavidin/Biotin-System kommen insbesondere bei der Affinitats- 
chromatographie bzw. in Reinigungs-, Isolierungs- oder Bestimmungsverfahren fur rekombinante Proteine zum Tragen. 

5 Demnach betrifft die Erfindung auch die Verwendung eines erfindungsgemaBen Streptavidinmuteins in einem Verfah- 
ren zur Isolierung, Reinigung oder zum Nachweis eines Proteins, das mit einer Peptidsequenz der Forme1*Trp-X-His- 
Pro-Gln-Phe-Y-Z, wobei X eine beliebige Aminosaure darstellt und Y und Z entweder beide Gly oder Y Glu und Z Arg 
oder Lys bedeuten, fusioniert ist. wobei man eine das zu isolierende oder zu reinigende Protein enthaltende Flussigkeit 
mit dem gegebenenfalls immobilisierten Streptavidinmutein unter geeigneten Bedingungen in Kontakt bringt, um eine 

10 Bindung der Peptidsequenz an das Streptavidinmutein zu bewirken, den resultierenden Komplex aus der Flussigkeit 
abtrennt und das Protein aus dem Komplex freisetzt oder nachweist. Besonders vorteilhaft wird die Peptidsequenz in 
Form des Strep-tag Oder Strep-tag II gewahlt. Vorzugsweise ist die Peptidsequenz an den N- oder/und C-Terminus des 
Proteins fusioniert. Das Streptavidinmutein kann an eine Festphase gebunden Oder mit ihr bindefahig sein. 

Ein Vorzug bei der Verwendung des erf indungsgem&Ben Systems Streptavidinmutein/Peptidligand in einem Isolie- 

15 rungs- oder Reinigungsverfahren besteht darin, daB zur Elution des den Peptidliganden tragenden Fusionsproteins 
sehr milde Bedingungen verwendet werden konnen. So kann eine mit dem Streptavidinmutein gekoppelte Festphase, 
wie etwa eine Affinitatschromatographiesaule, an welche das Fusionsprotein adsorbiert wurde, mit einer ausreichen- 
den Konzentration eines Liganden, ausgewahlt aus Biotin und Derivaten davon, inkubiert werden, um das Fusionspro- 
tein aus dem Komplex freizusetzen. In diesem Zusammenhang hat sich die Verwendung von Desthiobiotin als 

20 besonders vorteilhaft herausgestellt. 

Die Verwendung der erfindungsgemaBen Streptavidinmuteine in Nachweisverfahren kann im wesentlichen analog 
zu den entsprechenden Verfahren erfolgen, die fur herkOmmliches Streptavidin bekannt sind. Eine darQber hinausge- 
hende AnwendungsmOglichkeit ergibt sich bei der qualitativen oder quantitativen Bestimmung eines Proteins, das mit 
einer Peptidsequenz der Formel Trp-X-His-Pro-Gln-Phe-Y-Z, wobei Xeine beliebige Aminosaure darstellt und Y und Z 

25 entweder beide Gly Oder Y Glu und Z Arg oder Lys bedeuten, fusioniert ist, wobei man das zu bestimmende;Protein mit 
einem markierten Streptavidinmutein unter geeigneten Bedingungen, um eine Bindung der Peptidsequenz an das 
Streptavidinmutein zu bewirken, in Kontakt bringt und die Markierung bestimmt. Ein derartiges Bestimmungsverfahren 
kann beispielsweise qualitativ zum Nachweis von Proteinen in Western Blots oder quantitativ als ELISA durchgefuhrt 
werden. Geeignete Markierungen sind alle bekannten radioaktiven und nichtradioaktiven Markierungsgruppen, z.B. 

30 Lumineszenzgruppen, Enzyme, Metalle, Metallkomplexe etc. Das Streptavidin kann direkt z.B. durch kovalente Kopp- 
lung markiert sein. Aber auch indirekte Markierungen, z.B. markierte Anti-Streptavidin-Antik6rper oder biotinylierte 
Enzyme usw. konnen eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Strepatividinmuteine zur 
Immobilisierung eines Proteins, das mit einer Peptidsequenz der Formel Trp-X-His-Pro-Gln-Phe-Y-Z, wobei X eine 

35 beliebige Aminosaure darstellt und Y und Z entweder beide Gly oder Y Glu und Z Arg oder Lys bedeuten, fusioniert ist. 
Diese Immobilisierung erfolgt vorzugsweise an mit Streptavidinmuteinen beschichteten Festphasen wie etwa Mikroti- 
terplatten, Mikrobeads aus organischen oder aus paramagnetischen Materialmen oder Sensorchips. 

AuBerdem ist es naturlich auch moglich, die erfindungsgemaBen Streptavidinmuteine im herkOmmlichen Strepta- 
vidiri/Biotin(derivat)-System zu verwenden. In anderen Worten bedeutet dies die Verwendung der erfindungsgemaBen 

40 Streptavidinmuteine zur Bestimmung oder Gewinnung von Substanzen, die eine mit Streptavidin bindefahige Gruppe 
tragen. Sofern nur ein Teil des wt-Streptavidins durch die erf indungsgemSBen Streptavidinmuteine ersetzt wird, kdnnen 
dabei uber die Ausbildung gemischter Tetramere nochmals besondere Wirkungen erzielt werden. 

GemSB einem nochmals weiteren Aspekt betrifft die Erfindung auch einen Reagenzienkit, der ein erf indungsgema-' 
Bes Streptavidinmutein sowie gegebenenfalls ubliche Puffer-, Hilfs- und Zusatzstoffe umfaBt. Ein solcher Reagenzien- 

45 kit ist insbesondere zur Verwendung in einem vorstehend beschriebenen Isolierungs-, Reinigungs- oder 
Bestimmungsverfahren vorgesehen. Der Kit ist jedoch auch fur andere Verfahren geeignet, bei denen das herkommli- 
che Streptavidin/Biotin-System verwendet wird, z.B. fur NukleinsSurehybridisierungsassays oder Immunoassays. Der 
Reagenzienkit kann das erfindungsgemaBe Streptavidinmutein in festphasengebundener oder/und markierter Form 
enthalten. 

so Die Erfindung wird weiter veranschaulicht durch die nachstehenden Beispiele und die beigefugten Zeichnungen, in 
denen: 

Figur 1 eine Schemazeichnung des Vektors pASK75-SAp darstellt; 

Figur 2 eine Graphik darstellt, welche die Bindungsaff initat von rekombinantem wt- Streptavidin im Vergleich zu 
55 erfindungsgemaBen Streptavidinmuteinen in einem ELISA zeigt; 

Figur 3 die Bindungsaffinitat von rekombinantem wt-Streptavidin im Vergleich zu einem erfindungsgemaBen Strep- 
tavidinmutein in einer Fluoreszenztitration zeigt und 
Figur 4 die Reinigung eines Strep-tag-Fusionsproteins unter Verwendung eines Streptavidinmuteins durch Affini- 
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tatschromatographie zeigt 

Figur 1 zeigt den Expressionsvektor pASK75-SAp, der eine fur ein Minimal-Streptavidin (Ala 13 bis Ser 139 ) kodie- 
rende Sequenz, eine fur das OmpA-Signalpeptid kodierende Sequenz, sowie den Tetracyclin Promotor/Operator 
(tet p/0 ) zur Transkriptionsregulation enthalt 

Weitere gekennzeichnete Regionen des Vektors sind die intergenische Region des f ilamentfisen Phagen f1 (f1 -IG), 
der Replikationsursprung (ori). das 0-Lactamasegen (bla) fur die Ampicillinresistenz, das Tetracyclinrepressorgen 
(tetR) und der Lipoprotein-Transkriptionsterminator (t (pp ). 

Das die kodierenden Sequenzen fur Signalpeptid und Minimal-Streptavidin enthaltende hybride Strukturgen 
beginnt an der Xbal-Stelle und reicht stromabw&rts bis zur Hindlll-Stelle. Der Obergang zwischen Signalsequenz und 
Streptavidin erfolgt an der Stul/Pvull-Stelle. Die Sacll-Stelle, die zum Inserieren der mutierten Streptavidingensequen- 
zen verwendet wurde, ist ebenfalls angegeben. 

Figur 2 zeigt die verbesserte Affinitat der erf indungsgemaBen Streptavidinmuteine fur den Peptidliganden Strep- 
tag II in einem ELISA. Dazu wurden jeweils Reihen einer ELISA-Platte mit Squivalenten Konzentrationen eines rekom- 
binanten wt-Streptavidin (Raute), des Muteins n V (Kreis) Oder "2" (Quadrat) beschichtet Oder lediglich mit BSA (Kreuz) 
abgesattigt. Nach Abs&ttigen und Waschen wurden die Vertiefungen mit einem gereinigten Fusionsprotein aus bakte- 
rielier Aikalischer Phosphatase (PhoA) und Strep-tag li in den ausdem Graph ersichtlichen Konzentrationen inkubiert. 
Nach Waschen zur Entfernung von ungebundenem Protein wurde die Aktivitat des gebundenen PhoA-Strep-tagil-Fusi- 
onsproteins in Gegenwart von p-Nitrophenylphosphat gemessen. Die Daten wurden durch nicht-lineare Regression 
nach der Methode der Weinsten Fehlerquadrate angepaBt. Die folgenden Kj-Werte wurden erhalten: 0,21 \xM fiir Mut- 
ein "1 0,30 \iM for Mutein "2"; 18 p.M fur rekombinantes wt-Streptavidin. 

Figur 3 ist eine Graphik, welche die Bindungsaflinitat von rekombinantem wt-Streptavidin im Vergleich zu erfin- 
dungsgemaBen Streptavidinmuteinen in einer Ruoreszenztitration zeigt. 

Eine LQsung des wt-Streptavidins (Raute), des Muteins "1" (Kreis) oder "2 M (Quadrat) wurde mit einer LOsung des 
synthetisierten Strep-tag ll-Peptids, welches N-terminal mit Anthranilsaure derivatisiert war, titriert und die Fluoreszenz 
der Tryptophan- und Tyrosinreste dabei gemessen (Anregung bei 280 nm; Emission bei 340 nm). Die experimentellen 
Bedingungen sind in Beispiel 6 beschrieben. Durch nicht-lineare Regression der Datenpunkte nach der Theorie einfa* 
cher Kbmplexbildung wurde fur den Peptidkomplex ein K 0 -Wert von 1 3,0 ± 1 ,3 fur wt-Streptavidin ermittelt, wahrend 
die Mutanten "1" und "2" K D -Werte von 1 ,37 ± 0,08 \M bzw. 1 ,02 ± 0,04 \M zeigten. 

Figur 4 zeigt die Reinigung des Fusionsproteins aus der bakteriellen Alkalischen Phosphatase und Strep-tag II 
durch Afftnttatschromatographte unter Verwendung des immobilisierten erfindungsgemaBen Streptavidinmuteins "1". 

Figur 4 zeigt das Elutionsprofii (anhand der Absorption des Eluats bei 280 nm) bei der affinitatschromatographi- 
schen Reinigung des Fusionsproteins der bakteriellen Alkalischen Phosphatase mit dem Strep-tag II aus dem bakteri- 
ellen periplasmatischen Zellextrakt unter Verwendung des immobilisierten Streptavidinmuteins "1". Die experimentellen 
Bedingungen sind in Beispiel 4 beschrieben. Nach Entfernung der Wirtsproteine durch Waschen mit Chromatographie- 
puffer wurde nacheinander mit LSsungen von Diaminobiotin (dab), Desthiobiotin (dtb) und Biotin eluiert. In Gegenwart 
von Destiobiotin wurde das gebundene Fusionsprotein nahezu quantitativ eluiert. AnschlieBende Analyse durch SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigte eine praktisch vollstandige Reinheit des so isolierten Proteins. 

Weiterhin wird die Erf indung durch das nachfolgende Sequenzprotokoll eriautert. Es zeigen: 



SEQ 


ID 


NO. 1: 


SEQ 


ID 


NO. 2: 


SEQ 


ID 


NO. 3/4 


SEQ 


ID 


NO. 5/6 


SEQ 


ID 


NO. 7/8 


SEQ 


ID 


NO. 9: 


SEQ 


ID 


NO. 10: 


SEQ 


ID 


NO. 11: 


SEQ 


ID 


NO. 12: 


SEQ 


ID 


NO. 13: 


SEQ 


ID 


NO. 14: 


SEQ 


ID 


NO. 15: 



die Aminosauresequenz des Peptidliganden Strep-tag, 
die Aminosauresequenz des Peptidliganden Strep-tag II, 

die Nucleotid- und Aminosauresequenz von wt-Streptavidin im Bereich der Aminosauren 44-47, 
die Nukleotid- und Aminosauresequenz des Streptavidin-Muteins 1 im Bereich der Aminosauren 
44-47, 

die Nukleotid- und Aminosauresequenz des Streptavidin-Muteins 2 im Bereich der Aminosauren 
44-47, 

die Nukleotidsequenz des OligonuWeotidprimers P1, 
die Nukleotidsequenz des OligonuWeotidprimers P2, 
die Nukleotidsequenz des OligonuWeotidprimers P3, 
die Nukleotidsequenz des OligonuWeotidprimers P4, 
die Nukleotidsequenz des OligonuWeotidprimers P5. 
die Nukleotidsequenz des OligonuWeotidprimers P6 und 
die NuWeotidsequenz des OligonuWeotidprimers P7. 
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Beisptele 

Allaemeine Methoden 

5 DNA-Manipulationen wurden nach g^ngigen gentechnischen Methoden durchgefuhrt (s. z.B. Sambrook et al. t Mol- 

ecular Cloning. A Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Press). Zur Kionierung und Expression wurde im all- 
gemeinen der E. coli K12-Stamm JM83 (Yanisch-Peron et al.. (1985), Gene 33, 103-119) verwendet, mit Ausnahmeder 
Expression unter Kontrolle des T7-Promotors, die gemaB Schmidt und Skerra (1994), supra, durchgefuhrt wurde. 
Sequenzierungen wurden durch Plasmidsequenzierung nach der ublichen Didesoxytechnik durchgefuhrt unter Ver- 
io wendung des T7-Sequenzierkits von Pharmacia, Freiburg. Die Synthese der Primer bzw. OligonuWeotide erfolgte unter 
Verwendung eines Applied Biosystems DNA-Syntheseautomaten. 

Beisptel 1 

is Herstellung einer Expressionsbank fur Streptavidinmuteine 

Zur Konstruktion des Vektors pASK75-SAp, der die fur ein Minimal-Streptavidin kodierende Gensequenz, fusioniert 
an die kodierende Sequenz des OmpA-Signalpeptids, tragt (vgl. Figur 1), wurde die fur Minimal-Streptavidin kodie- 
rende Sequenz aus dem Expressionsvektor pSA1 (Schmidt und Skerra, (1994), supra) unter Verwendung der Primer 
20 P1 und P2: 

P1 : 5*-GAG ATA CAG CTG CAG AAG CAG GTA TCA CCG GCA C (SEQ ID NO. 9) und 
P2: 5'-CGG ATC AAG CTT ATT AGG AGG CGG CGG ACG GCT TCA C (SEQ ID NO. 10) 

25 und Taq-DNA-Polymerase durch PCR amplifiziert, das Reaktionsprodukt Ober Gelelektrophorese gereinigt mit Pvull 
und Hindlll geschnitten und in das mit Stul und Hindlll geschnittene Vektorfragment von pASK75 ligiert. Die vollsttn- 
dige NuWeotidsequenz von pASK75 ist in DE-A-44 17 598.1 angegeben. Der dadurch erzeugte Vektor pASK75-SAp 
umfaBt eine DNA-Sequenz, die fur das OmpA-Signalpeptid, fusioniert an Minimal-Streptavidin, beginnericl mit Ala 13 
kodiert. 

30 Eine Plasmidbank mit DNA-Sequenzen, die fur im Bereich der Aminosaurepositionen 44 bis 47 (bezogen auf wt- 
Streptavidin) mutagenisierte Streptavidinderivate kodieren, wurde hergestellt durch PCR-Amplifizierung von pASK75- 
SAp unter Verwendung der folgenden Primer P3 und P4: 

P3: 5-TCG TGA CCG CGG GTG CAG ACG GAG CTC TGA CCG GTA CCT ACN N(C/G)N N(G/T)N N(C/G)N 
35 N(G/T)G GCA ACG CCG AGA GCC GCT AC (SEQ ID NO. 1 1 ) und 

P4: 5'-CGG ATC AAG CTT ATT AGG AGG CGG CGG ACG GCT TCA C (SEQ ID NO. 12). 

Auf diese Weise wurden DNA-Sequenzen erzeugt, die an jeder der vier Positionen 44 bis 47 32-fach degenerierte 
40 Codons fur jeweils alle 20 Aminosauren bzw. ein Stopcodon enthielten. Zusatzlich wurde an der Stelle im Bereich der 
Codons fur die Aminosauren 41/42 eine Kpnl-Restriktionsstelle erzeugt. Die resultierenden PCR-Produkte wurden 
durch Gelelektrophorese gereinigt, mit Sacll und Hindlll gespalten und in das entsprechend gespaitene Vektorfragment 
von pASK75-SAp ligiert. 

Mit dem Vektorgemisch wurden E.coli JM83-Ze!len unter Verwendung des Calciumchloridverfahrens (Sambrook et 
45 al., 1989) transformiert 

Beispiel 2 

Identrf izieruna von Streptavidinmuteinen mit erhQhter Bindungsaffinit&t fur Peptidliganden 

50 

Zur Identif izierung von Streptavidinmuteinen mit erhOhter Bindungsaffinitat fur Peptidliganden wurde ein Fusions- 
protein aus der Alkalischen Phosphatase von E.coli (PhoA) und dem Strep-tag I l-Peptid (WSHPQFEK) hergestellt, wel- 
ches an ihren C-Terminus angehangt wurde, Hierzu wurde das vollstandige phoA-Gen einschlieBlich der eigenen 
Signalsequenz und Translationsinitiationsregion aus chromosomaler E.coli K12 W3110-DNA (Bachmann, Bacterid. 
55 Rev. 36 (1972), 525-557) unter Verwendung der Phosphorthioat-Primer P5 und P6: 

P5: 5'-TAA TGT TCT AGA ACA TGG AGA AAA TAA AGT GAA AC A AAG GAC (SEQ ID NO. 13) und 
P6; 5'-GCT AGG CGG TTT CAG CCC CAG AGC GGC TTT C (SEQ ID NO. 14) 
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und Pfu-DNA-Polymerase gemaB einer von Skerra (Nucleic Acids Res. 20 (1992), 3551 bis 3554) publizierten Methode 
durch PCR amplffizieri Das auf diese Weise erhaltene PCR-Produkt wurde gereinigt und mit dem Restriktionsenzym 
Xbal geschnitten. Dieses DNA-Fragment wurde dann in mehreren Schritten unter Austausch der Region zwischen Xbal 
und Eco47lll in das Plasmid pASK75-strepll (konstruiert aus pASK75 durch ortsspezifische Mutagenese unter Verwen- 

5 dung des Oligodeoxynukleotids P7 5'-CAC AGG TCA AGC TTA TTA TTT TTC GAA CTG CGG GTG AGA CCA AGC 
GCT GCC TGC (SEQ ID NO. 15) inseriert, wobei das Expressionsplasmid pASK75-PhoA strep II erhalten wurde. 

Die Proteinproduktion erfolgte in 2 I LB-Medium mit 100 ^g/ml Ampicillin, wobei die Genexpression bei A550 = 0.5 
durch Zugabe von 0,2 ^g/ml Anhydrotetracyclin induziert wurde. Die Induktion erfolgte uber Nacht bei einer Temperatur 
von 37°C. Das PhoA/Strep-tag II Fusionsenzym wurde dann aus der periplasmatischen Zellfraklion durch Streptavidin- 

10 Affinitatschromatographie unter Verwendung von Diaminobiotin als Elutionsmittel gemaB der Prozedur von Schmidt 
und Skerra (1994), supra, gereinigt. Aufgrund des Vorhandenseins von Zn(ll)- und Mg(li)-lonen im aktiven Zentrum des 
Enzyms enthielt der Chromatographiepuffer kein EDTA. 

Die in Beispiel 1 erhaltene Plasmidbank wurde auf einer hydrophilen GVWP-Membran (Millipore, Eschborn) aus- 
plattiert, die auf eine Agarplatte mit LB-Medium enthaltend 100 uQ/ml Ampicillin gelegt worden war. Die Membran 

15 wurde bei 37°C fur 7 bis 8 Stunden inkubiert, bis Kolonien sichtbar wurden. 

Dann wurde eine zweite Membran vorbereitet eine Immobilon P-Membran (Millipore, Eschborn), die mit Anti- 
Streptavidin-immunglobulin (Sigma, Deisenhofen) in einer Konzentration von 720 ng/ml in PBS (4 mM KH 2 P0 4 , 16 mM 
Na 2 HP04, 1 15 mM NaCI) ca. sechs Stunden beschichtet und danach in 3 % w/v Rinderserumalbumin (BSA), 0,5 % v/v 
Tween in PBS ca. 2 Stunden blockiert wurde. 

20 Diese zweite Membran wurde auf eine M9-Minimalagarplatte, die 1 00 fig/ml Ampicillin und 0,2 ng/ml Anhydrotetra- 
cyclin enthielt, gelegt. AnschlieBend wurde die GVWP-Membran mit den Kolonien auf der Oberseite auf die zweite 
Membran gelegt und die relativen Positionen der beiden Membranen markiert. Nach Inkubation Ober Nacht bei Raum- 
temperatur wurde die obere Membran mit den Kolonien abgenommen und auf einer frischen LB- Ampicillin- Agarplatte 
bei 4°C gelagert. Die zweite Membran wurde ebenfalls von der Agarplatte abgenommen und.dreimal eine Minute unter 

25 Schutteln in PBS/Tween (0,1 % v/v Tween in PBS) gewaschen. Danach wurde die Membran mit 10 ml frischer 
PBS/Tween- Lfisung, enthaltend das gereinigte PhoA/Strep-tagll-Fusionsprotein (ca. 1-2 jag/ml), versetzt Nach ein- 
stundiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde jeweils zweimal in PBS/Tween und PBS-Puffer nachgewaschen. Die 
Signalentwicklung erfolgte wahrend 1 bis 2 Stunden in Gegenwart von 10 ml AP-Puffer (100 mM Tris, pH 8,8, 100 mM 
NaCI, 5 mM MgCI 2 ) unter Zugabe von 30 *d Brom-Chlor-lndolyiphosphat (BCIP) (50 mg/ml in Dimethylformamid) und 

30 5 fif Nitroblau-Tetrazolium (NBT) (75 mg/ml in 70 % v/v Dimethylformamid). Den dabei entstandenen Farbpunkten wur- 
den entsprechende Kolonien auf der ersten Membran zugeordnet. Nach Isolierung und Kultivierung dieser Kione wur- 
den zwei Streptavidinmuteine H 1" und "2" identtftziert. Die Nucleotid- und Aminosauresequenzen in der mutagenisierten 
Region fur wt-Streptavidin und fur die Muteine waren wie folgt: 

35 



wt-Streptavidin 


GAG 


TCG 


GCC 


GTC 


(SEQ ID NO. 3) 




Glu 44 


Ser 45 


Ala 46 


Val 47 


(SEQ ID NO. 4) 


Mutein T 


GTC 


ACG 


GCG 


CGT 


(SEQ ID NO. 5) 




Val 


Thr 


Ala 


Arg 


(SEQ ID NO. 6) 


Mutein n T 


ATC 


GGT 


GCG 


AGG 


(SEQ ID NO. 7) 




lie 


Gly 


Ala 


Arg 


(SEQ ID NO. 8) 



45 

Beispiel 3 

Herstellung der Streptavidinmuteine im praparativen Maf3stab 

50 Zur Herstellung der Streptavidinmuteine im praparativen MaBstab wurde das bekannte Expressionssystem fur 
rekombinantes Minimal-Streptavidin (Schmidt und Skerra (1994), supra) verwendet. Dazu wurde aus dem Vektor 
pSAl , der die kodierende Region von wt-Streptavidin tragt und den T7-Promotor enthait, der Grofcteil der kodierenden 
Region unter Verwendung der singuiaren Sacll- und Hindlll-Restriktionsstellen entfernt und durch die entsprechenden 
Bereiche aus den mutierten pASK75-SAp-Plasmiden setzt. wt-Streptavidin und die Streptavidinmuteine wurden 

55 danach in Form cytoplasmatischer EinschluGkOrper exprimiert, solubilisiert, renaturiert und durch fraktionierte Ammo- 
niumsulfatprazipitation gereinigt, wie bei Schmidt und Skerra (1994), supra beschrieben. Die Reinheit der Proteine 
wurde durch SDS-PAGE unter Verwendung des diskontinuierlichen Puffersystems von Fling und Gregerspn (Anal. Bio- 
chem. 155 (1986), 83-88) uberpruft. Die Charakterisierung der gereinigten, gegen Wasser dialysierten Proteine durch 
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Eiektrospray-lonisations-Massenspektrometrie ergab Massen von 1 3334 fur das rekombinante wt-Streptavidin (theore- 
tisch 13331,5), 13371 fur Mutein T (theoretisch 13372,6) und 13344 fur Mutein "2" (theoretisch 13342,5). 

Beispiel 4 : * 

5 * 

Affinitatschromatoaraphie H 

Die in Beispiel 3 hergestellten Streptavidinmuteine sowie wt-Streptavidin wurden mit einer Beladung von 5 mg Pro- 
tein pro ml gequollenem Gel an NHS-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia Freiburg) gekoppelt (Schmidt & Skerra, 

10 1994, Supra). Nach Blockierung der restlichen aktiven Gruppen mit 100 mM Tris/HCI, pH 8,0 uber Nacht wurden 2 ml 
des Gels in eine Sauie; mit einem Durchmesser von 7 mm eingebracht. Urn das Verhalten der auf diese Weise immo- 
bilisierten Streptavidinmuteine bei der Affinitatsreinigung von Strep-tag Oder Strep-tag ll-tragenden Fusionsproteinen 
zu untersuchen, wurde der rekombinante Proteaseinhibitor Cystatin (Schmidt & Skerra 1994, supra), der entweder mit 
dem Strep-tag Oder dem Strep-tag II fusioniert war, sowie das vorstehend erwahnte PhoA/Strep tag-ll Fusionsprotein 

is verwendet. Die Fusionsproteine wurden in einem Expressionsystem durch Sekretion in den periplasmatischen Raum 
produziert und die periplasmatische Zellfraktion wurde wie in Schmidt & Skerra (1994), supra beschrieben, prapariert. 

Die Chromatographie erfolgte in Gegenwart von 100 mM Tris/HCI, pH 8,0, enthaltend 1 mM EDTA (auBer bei 
PhoA) unter Verwendung einer FluBrate von ca. 20 mi/h und Messung der Eluatabsorption bei 280 nm. Nach Auflragen 
einer Probe von 10 ml, entsprechend der periplasmatischen Zellfraktion von 1 I E.coli Kulturmedium, wurde die Saule 

20 gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm die Basislinie erreicht hatte. Danach wurde gebundenes Protein schrittweise 
eluiert, durch Auftragen von jeweils 10 ml Diaminobiotin, Desthiobiotin und Biotin (alle von Sigma, Deisenhofen) in einer 
Konzentration von 2,5 mM in Chromatographiepuffer und in der angegebenen Reihenfolge. 

Es zeigte sich, da& im Gegensatz zu wt-Streptavidin die Anwendung von Diaminobiotin bei den Streptavidinmute- 
inen nicht zu einer Elution fuhrte. Bei Verwendung des mit hOherer Affinitat an Streptavidin bindenden Biotinderivats 

25 Desthiobition wurde auch bei den Mutein en eine Elution in einem scharfen Maximum erreicht. Diese war quantitativ, da 
bei der nachfolgenden Elution mit Biotin keine wesentliche Menge an Fusionsprotein im Eluat nachgewiesen werden 
konnte (vgl. Fig. 4). * 

Beispiel 5 

30 

ELISA 

Zur Bestimmung der Bindungsaff initat der Streptavidinmuteine fur den Peptidliganden Strep-tagll wurde ein ELISA 
durchgefuhrt. 

35 Die Vertiefungen einer 96-Loch Mikrotiterplatte (Becton Dikkinson an Co., Oxnard, CA) wurden mit 100 ul einer 
Losung von rekombinantem wt-Streptavidin bzw. der Muteine "1" Oder "2" in einer Konzentration von jeweils 100 ug/ml 
in 50 mM NaHC0 3 , pH 9,6 uber Nacht beschichtet. Die Vertiefungen wurden danach 2,5 h mit 3 % w/v BSA, 0,5 % v/v 
Tween in PBS blockiert. Nach dreimaiigem Waschen mit PBS/Tween wurden 50 u.l des gleichen Puffers zu jeder Ver- 
tiefung gegeben. In die erste Vertiefung in jeder Reihe wurden 20 uJ einer Lbsung aus 20 ^l von 4,85 uM gereinigtem 

40 und dialysiertem PhoA/Strep tag II Fusionsprotein plus 30 uJ PBS/Tween gegeben und gemischt. Fur die weiteren Ver- 
tiefungen einer Reihe wurde eine Verdunnungsserie erstellt, indem 50 |il (von insgesamt 100 uJ) aus der ersten Vertie- 
fung herauspipettiert und mit dem Inhalt (50 uJ) der nachsten Vertiefung in derselben Reihe vermischt wurden usw. Auf 
diese Weise wurden Konzentrationen des Fusionsproteins zwischen 970 nM in der ersten Vertiefung jeder Reihe und 
0,19 nM in der zehnten Vertiefung erhalten. 

45 Nach einstundiger Inkubation wurden die Losungen entfernt und die Vertiefungen jeweils zweimal mit PBS/Tween 
und mit PBS gewaschen. Danach wurden 1 00 ul einer Lfisung aus 0,5 mg/ml p-Nitrophenylphosphat in 1 mM ZnS04, 
5 mM MgCI 2 , 1 mM Tris/HCI, pH 8,0 in jede Vertiefung pipettieri Die Aktivitat des gebundenen Fusionsproteins wurde 
unter Verwendung eines SpektraMAX 250 Photometers (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) als Absorptionsanderung 
bei 410 nm pro Zeit gemessen. 

so Die Auswertung der Daten erfolgte unter der Annahme eines einfachen Bindungsgleichgewichts zwischen Strep- 
tavidin (Mutein) Monomeren (P) und PhoA/Strep-tag II Fusionsprotein (L) wodurch die Dissoziationskonstante zu 
K D a [P][L]/[P • L] gegeben ist. Unter der Bedingung, daG [P] TOT a [P] + [P • L] und daB [L] sehr viel grOBer als [P • L] 
ist, so da6 [L] TO t ungefahr gleich [L] ist, gilt fur die Menge des gebundenen Fusionsproteins 
[P • L] a [L] jqj [P] TOT /(K D + [L] TOT ) . Die graphische Auswertung der erhaltenen Versuchsergebnisse ist in Figur 2 

55 gezeigt. 

Aus den Bindungskurven ist ersichtlich, da8 die zwei Streptavidinmuteine eine sehr ahnliche Affinitat fOr das Strep- 
tag II Fusionsprotein aufweisen, die um mehr als eine GrdGenordnung uber der Affinitat von wt-Streptavidin liegt. 
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Beispiel 6 

Fluoreszenztitration 

5 Zur Bestimrnung der Dissoziationskonstante des 1 :1-Kbmplexes aus den Streptavidinmuteinen (als Monomer 

betrachtet) und dem Peptidliganden wurde eine Fluoreszenztitration mit dem peptidchemisch synthetisierten Strep-tag 
lldurchgefuhrt 

Das Peptid mit der Sequenz Abz-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-COOH (Abz steht fur o-Aminobenzoesaure, 
d.h. Anthranilsaure) wurde an der festen Phase schrittweise aus Fmoc-geschutzten Aminosauren nach dem Fachmann 
w bekannten Methoden in der Reihenfolge vom C-Terminus zum N-Terminus synthetisiert, wobei Abz ais Boc-geschutz- 
tes Derivat im ietzten Schitt gekoppeft wurde. Das Peptid wurde anschiieBend vom Trager abgespaiten und von den 
Schutzgruppen befreit Nach Reinigung durch HPLC wurde die Moimasse mrtteis Felddesorptions-Massenspektrome- 
trie bestatigt 

Die Fluoreszenztitration wurde in einer 1 • 1 cm 2 -Quarzkuvette, welche bei 25°C thermostatisiert war, mit einem 
is LS50-Fluoreszenzspektrophotometer der Firma Perkin Elmer (Langen) durchgefuhrt. Die Wellenlangen fur Anregun- 
gen bzw. Emission betrugen 280 nm sowie 340 nm, bei einer jeweiligen Schlitzbreite von 5 nm. 2 ml der LSsung von 
wt-Streptavidin bzw. der Muteine "1 " und "2", welche wie in Beispiel 3 beschrieben hergestellt und gegen 1 mM EDTA f 
100 mM Tris/HCI pH 8,0 dialysiert worden waren, wurden mit einer Konzentration von 1 (absorptionsphotometrisch 
bestimmt fur das jeweilige Monomer unter Verwendung eines Extinktionskoeffizienten von £ 2 8o =4 0455 M' 1 cm" 1 ) in der 
20 Kuvette vorgelegt. Dann wurden Volumina von 1 jxl Oder 4 einer 0,5 mM L6sung des Peptids in dem gleichen Puffer 
wiederholt zupipettiert (insgesamt 40 ^l) und nach Mischen mit einem Ruhrfisch die Fiuoreszenzintensitat abgelesen. 
Die Auswertung der Daten erfolgte wie bei Figur 3 beschrieben. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

5 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Institut fuer Bioanalytik IBA 

(B) STRASSE; Rudolf-Wissell-Strasse 28 

(C) ORT: Goettingen 

( E) LAND : Deutschland 
TO (F) POSTLEITZAHL: D-37079 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Streptavidimauteine 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 15 

J5 (iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSS YSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 



( i ) S EQUEN Z KENN ZEI CHEN : 

(A) LNGE : 9 Aminosuren 

(B) ART: Aminosure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
25 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Peptid 
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(Xi) SEQUEN Z BES CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 1: 

Ala Trp Arg His Pro Gin Phe Gly Gly 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUEN Z KENN ZEI CHEN: 

(A) LNGE: 8 Aminosuren 

(B) ART: Aminosure 

( C) STRANGFORM : E inzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Peptid 



45 (Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LNGE: 12 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 



(xi) SEQUEN2 BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

10 GAGTCGGCCG TC 12 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LNGE: 4 Aminosuren 
15 (B) ART: Aminosure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Peptid 
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(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Glu Ser Ala Val 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LNGE: 12 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

30 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GTCACGGCGC GT 12 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LNGE: 4 Aminosuren 

(B) ART: Aminosure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Peptid 



50 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Val Thr Ala Arg 
1 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) S EQUEN Z KENNZ EI CHEN : 

(A) LNGE : 12 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

( D ) TOPOLOGI E : 1 inear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
ATCGGTGCGA GG 12 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LNGE: 4 Aminosuren 

( B) ART : Aminosure 

( C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

lie Gly Ala Arg 
1 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LNGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
GAGATACAGC TGCAGAAGCA GGTATCACCG GCAC 34 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LNGE: 3 7 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 



55 



13 

BNSDOCID: <EP 0835934A2_I_> 



EP 0 835 934 A2 



(xi) S EQU EN Z BE S CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 10: 
CGGATCAAGC TT ATT AG GAG GCGGCGGACG GCTTCAC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LNGE: 74 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) topologie: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 



(xi) sequenzbeschreibung: seq id no: 11: 
tcgtgaccgc gggtgcagac ggagctctga ccggtaccta cnnsnnknns nnkggcaacg 
ccgagagccg ctac 
(2) angaben zu seq id no: 12: 

(i) sequenzkennzeichen: 

(A) LNGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) strangform: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
CGGATCAAGC TTATTAGGAG GCGGCGGACG GCTTCAC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: - 

(A) LNGE: 42 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
TAATGTTCTA GAACATGGAG AAAATAAAGT GAAACAAAGG AC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LNGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
GCTAGGCGGT TTCAGCCCCA GAGCGGCTTT C 31 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) S EQUEN Z KENN Z E I CHEN : 

(A) LNGE : 54 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKLS: Sonstige Nucleinsure 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
CACAGGTCAA GCTTATTATT TTTCGAACTG CGGGTGAGAC CAAGCGCTGC CTGC 54 



Patentanspruche 

30 

1. Polypeptid, ausgewShlt aus Muteinen von Streptavidin, 
dadurch gekennzeichnet, 

da 6 es (a) innerhalb des Bereichs der Aminosaurepositionen 44 bis 53, bezogen auf die Aminosauresequenz von 
Wildtyp- Streptavidin, mindestens eine Mutation enthalt und (b) eine hdhere Bindungsaffinitat fur Peptidliganden, 
35 umfassend die Aminosauresequenz Trp-X-His-Pro-Gln-Phe-Y-Z, wobei X eine beliebige Aminosaure darstellt und 
Y und Z entweder beide Gly Oder Y Glu und Z Arg Oder Lys bedeuten, aufweist als wt-Streptavidin. 

2. Polypeptid nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

40 daS esdas Mutein eines Minimaf-Streptavidins ist, das N-terminal im Bereich der Aminosauren 10 bis 16 von Wild- 
typ-Streptavidin beginnt und C-terminal im Bereich der Aminosauren 133-142 von Wildtyp-Streptavidin endet. 



3. Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

45 da8 mindestens eine Mutation im Bereich der Aminosaurepositionen 44 bis 47 vorliegt. 

4. Polypeptid nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB an Position 44 Glu durch eine hydrophobe aliphatische Aminosaxire ersetzt ist, an Position 45 eine beliebige 
so Aminosaure vorhanden ist, an Position 46 eine hydrophobe aliphatische Aminosaure vorhanden ist oder/und an 
Position 47 Val durch eine basische Aminosaure ersetzt ist. 

5. Polypeptid nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

55 daB an Position 46 Ala vorhanden ist. 



6. Polypeptid nach Anspruch 4 oder 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
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7. Polypeptid nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 daB im Bereich der Aminosaurepositionen 44 bis 47 die Sequenz Val 44 -Thr 45 -Ala 46 -Arg 47 vorltegt 

8. Polypeptid nach Anspruch 6. 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 im Bereich der Aminosaurepositionen 44 bis 47 die Sequenz lle 44 -G!y 45 -AIa 46 -Arg 47 vorliegt 

10 

9. Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 8 t 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 die Bindungsaffinitat fur den Peptidliganden derart ist, da(3 eine kompetitive Elution durch StreptavidirvLigan- 
den, ausgewahltaus Biotin, Iminobiotin, Liponsaure, Desthiobiotin, Diaminobiotin, HABAoder/und Dimethyl-HABA 
15 erfolgen kann. 

10. Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daG die Affinitatskonstante des Komplexes aus Polypeptid und Peptidligand, bezogen auf AWRHPQFGG > 
20 2,7 * 10 4 M* 1 , und bezogen auf WSHPQFEK > 1 ,4 • 10 4 M" 1 ist. 

11. Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

da6 es mindestens eine Markierungsgruppe tr£gt 

25 

12. Nukleinsaure, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB sie eine fOr das Streptavidinmutein nach einem der Anspruche 1 bis 10 kodierende Sequenz umfaBt 

30 13. Vektor, umfassend mindestens eine Kopie einer Nukleinsaure nach Anspruch 12 in operativ funktioneller Umge- 
bung. 

14. Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

35 daR sie mit einem Vektor nach Anspruch 1 3 transformiert Oder transfiziert ist. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Streptavidinmuteins nach einem der Anspruche 1 bis 10, gekennzeichnet durch 
die folgenden Schritte: 

40 (a) Transformieren einer geeigneten Wirtszelle mit einem Vektor, der eine fur das Streptavidinmutein kodie- 

rende Nukieinsaure umfaBt, 

(b) Kultivieren der Wirtszelle unter Bedingungen, bei denen eine Expression des Streptavidinmuteins erfolgt, 
45 (c) Gewinnen des Polypeptide 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 

wobei Schritt (c) Lyse der Wirtszeilen, Gewinnung des Streptavidinmuteins in Form von Inclusion bodies und Rena- 
turierung des Streptavidinmuteins umfaBt 

50 

17. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Expression in Schritt (b) die Expression eines Signalpeptid-tragenden 
Streptavidins und dessen Sekretion in das Periplasma der Wirtszelle Oder das Kulturmedium umfaBt. 

1 8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 5 bis 1 7, wobei die Wirtszelle E. coli ist 

55 

1 9. Verwendung eines Streptavidinmuteins nach einem der AnsprOche 1 bis 11 in einem Verfahren zur Isolierung, Rei- 
nigung oder Bestimmung eines Proteins, das mit, einer Peptidsequenz der Formel Trp-X-His-Pro-Gln-Phe-Y-Z, 
wobei X eine beliebige AminosSure darstellt und Y und 2 entweder beide Giy oder Y Glu und Z Arg oder Lys bedeu* 
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ten, fusioniert ist, wobei man eine das zu isolierende, zu rernigende Oder zu bestimmende Protein enthaltende 
Flussigkeit mit dem Streptavidinmutein unter geeigneten Bedingungen, urn eine Bindung der Peptidsequenz an 
das Streptavidinmutein zu bewirken, in Kontakt bringt, den resultierenden Komplex aus der Flussigkeit abtrennt 
und das Protein gegebenenfalls aus dem Komplex freisetzt oder bestimmt. 

20. Verwendung nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(3 das Streptavidinmutein an eine Festphase gebunden oder mit ihr bindefahig ist. 

21 . Verwendung nach Anspruch 19 oder 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daG man zum Freisetzen des Fusionsproteins aus dem Komplex den Komplex mit einer ausreichenden Menge 
eines Liganden fur das Streptavidinmutein ausgewahlt aus Biotin und Derivaten davon inkubiert 

22. Verwendung nach Anspruch 21 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daG das Biotinderivat Desthiobiotin ist. 

23. Verwendung eines markierten Streptavidinmuteins nach Anspruch 1 1 in einem Verfahren zur Bestimmung eines 
Proteins, das mit einer Peptidsequenz der Formel Trp-X-His-Pro-Gln-Phe-Y-Z, wobei X eine beliebige AminosSure 
darstellt und Y und Z entweder beide Gly oder Y Glu und Z Arg oder Lys bedeuten, fusioniert ist, wobei man das 
zu bestimmende Protein mit dem markierten Streptavidinmutein unter geeigneten Bedingungen, um eine Bindung 
der Peptidsequenz an das Streptavidinmutein zu bewirken, in Kontakt bringt, und die Markierung bestimmt. 

24. Verwendung eines Streptavidinmuteins nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 zur Immobilisierung eines Proteins, 
das mit einer Peptidsequenz der Formel Trp-X-His-Pro-Gln-Phe-Y-Z, wobei X eine beliebige Aminosaure darstellt 
und Y und Z entweder beide Gly oder Y Glu und Z Arg oder Lys bedeuten, fusioniert ist, an einer Festphase. 

25. Verwendung nach einem der Anspruche 19 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

daG die Peptidsequenz ausgewahlt wird aus AWRHPQFGG oder WSHPQFEK. 

26. Verwendung eines Streptavidinmuteins nach einem der Anspruche 1 bis 11 zur Bestimmung oder Gewinnung von 
Substanzen, die eine mit Streptavidin bindefahige Gruppe tragen. 

27. Reagenzienkit zur Verwendung gemaB einem der Anspruche 19 bis 26, umfassend ein Streptavidinmutein nach 
einem der Anspruche 1 bis 11 sowie gegebenenfalls ubliche Puffer-, Hilfs- und Zusatzstoffe. 
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